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 コラーゲンネットワークは石灰化の足場として使われると同時にその立体的な配置が骨の強度
に関与していることがいわれている。したがってコラーゲンネットワークを詳細に三次元的に観
察することは重要であるが、従来の方法では困難であった。 
 そこで今回我々は、直交配置型 Focused Ion Beam ( FIB ) – Scanning Electron Microscope 
( SEM )を使用して、コラーゲンネットワークを三次元的に観察することとした。FIB-SEM 断層
撮影法とは収束イオンビーム( FIB )による試料表層の切削と、その切削面の SEM 観察を繰り返
すことで、電子顕微鏡レベルの高い分解能をもつ細胞や組織の三次元再構築を行うものである。
この場合の SEM 観察とは表面の凹凸を見る形態観察ではなく、FIB によって切削した平面内の
内部組織のコントラストを二次電子あるいは反射電子で観察するものである。本研究では FIB に
ガリウムイオンビームを用いた。加速され直径数 nm に収束されたガリウムイオンビームは未脱
灰骨のような固い組織を数 nm の精度で任意の形状に切削・加工することが可能である。したが
ってナノサイズのコラーゲン細線維の 1 本 1 本から、マイクロサイズの骨系細胞までを広範囲に
観察することが可能となった。 
 直交配置型 FIB-SEM を用いて、ニワトリ胚頭蓋骨の 25 × 25 μm の領域を 25 nm / pixel
の高解像度で観察することができ、初期の石灰化像、骨芽細胞や骨細胞といった骨系細胞、およ
びその細胞内小器官、そしてコラーゲン細線維といった骨組織内部の詳細な観察が可能となっ
た。 
 直交配置型 FIB-SEM で撮影した連続 SEM 像、はソフトウェア Amira を用いて三次元構築を
行うことで、上記構造物の三次元的な観察が可能となった。 
 次に、ソフトウェア XTracing 拡張機能を用いて骨組織におけるコラーゲン細線維の自動抽出
を行い、三次元的形態計測を行った。今回は骨梁の長軸方向を 90 度と規定し、コラーゲン細線
維の走行角度により線維の色分けを行うことで、コラーゲン細線維の走向を視覚的にとらえるこ
とが可能となった。抽出したすべてのコラーゲン細線維の走行角度を計測し、骨梁の長軸方向と
平行に走行するコラーゲン細線維の本数と有意差をもつコラーゲン細線維の走行角度を調べた
結果、0 度〜50 度、140 度〜180 度方向に走行しているコラーゲン細線維が有意差をもつことが
わかった。すなわち骨組織では多くのコラーゲン細線維が骨梁の長軸方向と平行に走行している
ことがわかった。 
 さらに骨芽細胞層、骨芽細胞直下層、およびその深層にわけてそれぞれのコラーゲン細線維の
三次元的形態計測を行うことで、骨の部位におけるコラーゲン細線維の詳細な走向解析を行うこ
とが可能となった。その結果、骨芽細胞層では他の層と比較してコラーゲン細線維の走向の規則
性は弱く、骨芽細胞直下層では骨梁の長軸方向にその走向の規則性が生じ始め、深層では規則性
が非常に強く、そして骨梁の長軸方向と平行にほとんどのコラーゲン細線維が走行するというこ
とがわかった。すなわち、コラーゲン細線維は骨芽細胞から放出された直後は走向の規則性が弱
いものの、深層に向かうにつれて徐々に骨梁の長軸方向に集束して走行するということが示唆さ
れた。 
 一方、骨細胞周囲の領域を限定して解析を行うことで、骨細胞周囲のコラーゲン細線維の走向
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を観察することができた。骨細胞周囲のコラーゲン細線維は部分的に束状に集束して走行してお
り、コラーゲン細線維の走行が疎な部位に細胞突起が伸びている様子が観察できたことから、コ
ラーゲン細線維の走行は細胞突起には影響されないという可能性が示唆された。 
 今後は骨形成不全症や骨粗しょう症といったコラーゲン線維に関連する疾患をもつモデルマ
ウスの骨組織の解析を行うことで、疾患による影響を骨組織内部の構造やコラーゲン細線維の走
行といった骨基質の観点から探ることが可能になると考えられる。 
 
 
                                  様式甲－３  
